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口要旨】P1，　P4－Bis（5’一adenosyl）tetraphosphate（Ap、A）は細胞内において，多機能を有するシグナル物質
として注目されてきているが1），その作用丸作については未解決である．我々は細胞分裂周期におけるAp、A
の機能を追究中Ap4Aと結合するタンパク質（Ap4A－BPs）を大腸菌に見出した．　Ap4AとAp4A－BPの相互
作用を介しての細胞機能とくに細胞分裂周期の調節を理解するために，これらのタンパク質の精製を試み，
それらの性質及びAp4Aとの結合様式の検討を行った結果，以下の事実が判明した．
（1）Butyl－Toyopearl　colu㎜によりAp4A・BPは2種類の活性分画に分離された．
　（2）両者共にAp、Aとの結合には2価遷移金属イオン（特にMn2＋またはFe2÷）の存在が必須であり，こ
の結合はEDTA，スペルミジンによって抑制された（2価遷移金属イオンを要求するAp、A・BPは我々によっ
て初めて見出されたものである）．
　（3）Ap、Aと2価金属イオンは1：1（モル比）の存在下，　Ap、A－BPと最も効率よく結合した．
　（4）Ap，Aとの結合には，上記金属イオンの他にジチオスレイトール等SH試薬の存在が要求された．
　（5）ヌクレオチド類およびbis（5’一adenosy1）polyphosphates（Ap。A）等のnucleotide類の中で，リン酸
基の数が3以上のもの（n≧3）は，Ap、AとAp、A－BPの結合を抑制した．
　以上の結果及びAp、Aに関して既に報告されたNMR，　CDスペクトル等の結果より金属イオン存在下に
おけるAp4AとAp4A－BPの結合様式を提案する．
はじめに
　細胞がどのように自己を複製し次の世代へその形
質を引き継いでゆくかという生物学上の最重要な問
題に基本的な解答を与えたのはWatson　JDと
Crick　FHC2）によって提唱されたDNAの二重らせ
ん構造モデルであるが，その後複製はゲノム上の特
定の部位（複製開始起点）から開始され，半保存的
かつ不連続合成により（一方向あるいは二方向に）
複製フォークが進行するという基本的概念が確立さ，
れた．その後Kornberg　T等3）によりDNA鎖の合
成を触媒する酵素DNAポリメラーゼが発見され，
複製機構の解明が期待された．我々は大腸菌より複
製酵素DNAポリメラーゼIIIポロ酵素（pol　III
holoenzyme）　を精製する過程において，沈降定数
17Sまたは24Sという巨大分子の分画にpol　III
holoenzyme活性を見出した4）5）．当時McHenry　C
＆Kornberg　Aによりpol　III　holoenzymeは沈降定
数11Sと報告されており6），そのサブユニット構造
より算出すると沈降定数11Sという値は不適当に
小さかった．しかし24Sという値は各サブユニット
単量体構造から算出すると，遥かに大であったため，
我々はpol　III　holoenzymeが二量体として存在し
ている可能性，更に複製に関与する未発見，未同定
のタンパク因子の存在を指摘した5）．その後Korn－
berg　Aらによりpol　III　holoenzymeを構成するサ
ブユニットがすべて同定され，二量体としての存在
様式，複：製の機構が提出された7）8）9）．一方遺伝学的研
究から，DNA複製には多くの遺伝子産物（DnaA，
DnaB，　DnaC等）が関与しており，現在まで少なく
とも十数種類の酵素，タンパク性因子の関与が確か
められ，最初に考えられていたよりはるかに複雑で
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あることが認められてきた．特に細胞分裂周期の制
御の異常ががん化の機構と関連づけられてきたの
で，これら細胞周期とがん化現象の鍵をにぎる複製
制御の機構と，関与する因子については前核細胞，
真核細胞を問わず，激烈な研究競争が多数の研究者
により続行されている．
　一方P1，　P4－bis（5’一adenosyl）tetraphosphate（Ap4A）
はZamecnik　PCによりアミノ酸活性化酵素の副反
応により生成されることが判明し10），さらに：Lee　PC
ら11）により熱，オキシダント，遷移金属，酸化剤等，
細胞が各種ストレスを感知したときストレスタンパ
ク質（生体にとってストレスとなる外部環境の変動
に応答して特異的に発現量が増大する一群のタンパ
ク質）と共に増量することが見出され，“alarmone”
と名付けられた物質である．我々はAp、Aや環状ヌ
クレオチドの様なヌクレオチド類似体が核酸
（DNA，　RNA）合成において重要な役割をになって
いるであろうとの考えに基づき，それらの作用を検
討した結果，Ap4Aは複製開始起点（oric）に最初に
働く開始タンパク質，DnaAタンパクに結合して
DNA合成活性を促進させる重要な作用を見出し，
報告してきた12）．更に我々はpol　III　holoenzymeと
協力して働くと想定される上記複製制御に関与する
未知因子の検索を行ったが，その際，Ap、Aの作用に
注目して行った結果，現在までにAp4Aと結合する
タンパク質（Ap4A－BPs）を，　DNA複製酵素である
pol　III　holoenzymeの活性を有する沈降定数24回忌
合体中に見出すことに成功したので，そのタンパク
質の精製を行い，それらの性質について検討を行っ
た成果について報告する．
研究材料および方法
　E．coli　K－12はオリエンタル酵母工業（株）によ
り2001培養器でL－brothを用いてmid　log　phase
まで培養されたもの（OD5g5＝1．0）を集卸した．集
菌された菌体は小量のBuffer　A（25　mM　Hepes－
KOH，　pH　7．5，1mM　EDTA）で洗浄，　OD5g5＝300
になる様にBuffer　Aを用いて再び懸濁した後急冷
し，一70℃に保存した．
　リゾチーム（EC　32．1．17，トリ卵白），　RNase　A
（EC　3．1．27．5，ウシすい臓）及びproteinase　K（EC
3．421．14，Tn’tirachium　album）はシグマ社より購
入した．DNase　I（EC　3．1．21．1，ウシすい臓）はべ
一リンガー・マンハイム社またはシグマ社より購入
した．
　P’，　P”一Bis　（5’一adenosyl）　polyphosphate　（ApnA，
n＝2－6）はすべてシグマ社より購入した．［3H］Ap、A
（4．3Ci／㎜01）はアマシャム社より購入した．DEAE－
cellulose（DE52）はワットマン社より，buty1－Toyo・
pearl　650Sは東ソー社より購入した．
　Ap、　A・BPに対する［3H］Ap、A結合活性の測定
　Ap、A－BPに対するAp、Aの結合活性の測定は以
下に述べる二通りの方法で行った．
　（A）活性炭吸着法
　［3HコAp4Aに対するAp4A－BPの結合活性は
Baril　E13）またはRapaport　E14）の方法を一部変更
して行った．本法はタンパク質，リガンド複合体は
遊離の［3H］Ap4Aと異なり活性炭に吸着されない
という原理に基づいている．標準反応液（50μ1）は
以下の組成よりなる．40mM　Hepes－KOH，　pH　7．5，
200mMショ糖，10　mMジチオスレイトール
（DTT），　100＃M　MnC12，　40＃M　［3H］Ap，A　（400
dpm／pmol）及び結合タンパク質（Ap4A－BP）．氷中
1時間インキュベーションを行った後，30μ1の活性
炭（150mg／m1）を加え，反応液を5秒間ずつ3回撹
＃，5分間静置した後，10，000rpm，10分間遠心分
離を行い，活性炭を除去する．上清液を更に10，000
rpm，10分間遠心して得られた上清25μ1につき，放
射能を測定した．同一組成のサンプルについてイン
キュベーションを行わないものを対照系として用い
た．放射能測定に際してはエマルジファイヤーシン
チレーター299（パッカードジャパン即製）を用い
た．
　（B）Photocrosslinking法
　Biswas　SW＆Kornberg　A15）のdirect　photo－
affinity　labeling法を一部変更して行った．標準反
応液（25μ1）は40mM　Hepes－KOH，　pH　7．5，8mM
ジチオスレイトール，80μMMnC12，40μM［3H］
Ap4A（400　dpm／pmol），　Ap、A－BPより成る．反応
液を0℃に冷却したアルミニウムブロック上のパラ
フィルム上に滴下し，10W殺菌灯（254　nm　uv
lamp）（東洋電子興業）を用いて，5cmの距離から
1時間照射を行った．照射後，20％三塩化酢酸
（TCA）200μ1を加え，0℃1時間放置してタンパク
質を沈殿させる．遠心分離で沈殿を集め，20％TCA
O．5mlで沈殿を洗った後，更に1mlのアセトンで
洗う．沈殿部分へ取り込まれた放射能はエマルジフ
ァイヤーシンチレーター299を加えて測定した．
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　タンパク濃度の測定
　タンパク濃度の測定はBradford　MMI6）の方法に
より，牛血清アルブミンを標準物質として用いて行
った．クロマトカラムより溶出したタンパク質分画
については280nmおよび260　nmの吸光度の測定
による方法も併用した．
結 果
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Fig．　1　Dependence　of　Ap4A－binding　activity　by
　　E．　coli　Fraction　A．　The　Ap4A－binding　activ－
　　ity　was　measured　by　charcoal　adsorption
　　procedure　（assay　method　（A））　as　described
　　in　Materials　and　Methods　except　that　MnC12
　　and　dithiothreitol　were　omitted．
し，KCI　80　mM，ジチオスレイトール2mMの濃度
になる様に調整し，これにリゾチーム300μg／mlを
添加し，0℃，30分間反応させた後，一70℃に凍結，
一晩放置する．4℃で融解後，200，000×gで30分
間，遠心分離iを行い，上清435m1を得る．上清液に
硫安を55％飽和になる様にゆっくりと添加する．
添加後更に30分間撹i絆し，沈殿を48，000×g，20
分間遠心分離により集め，小量のBuffer　B（25　mM
Hepes・KOH，　pH　7．5，0．1mM　EDTA）に溶解，
同じBuffer　Bに対して解析を行った（Fraction
A）．
　Ap、Aに結合するタンパク質はE．　coti　Fraction
Aに存在する
　Fraction　Aを用いて［3H］Ap4Aと結合するタン
パク質の検索を（A）活性炭吸着法により行なうと
Fig．1に示すようにFraction　Aの量に比例して，
［3H］Ap，A結合活性が増大することが認められた．
Fraction　Aにproteinase　Kを加えてプレインキュ
ベーションを30℃，30分間行った後，Ap、　A結合活
性を測定すると，Table　1に示すように，その活性
は著しく減少したことからAp4Aはタンパク質と
結合していることが示された．Fraction　Aの代わり
にFraction　Aとほぼ等量の牛血清アルブミン
（BSA），ピストン，カゼインを用いてそれぞれ同じ
条件で結合活性の測定を行ったが，いずれも［3H］
Ap4Aとはほとんど結合しなかった（Table　1）．即
ちFraction　A分画中には［3H］Ap，Aと特異的に結
合するタンパク質の存在が確認された．
　Fraction　Aに対して核酸分解酵素DNase　Iまた
Table　1　Effects　of　proteinase，　nucleases　or　various　proteins　on　the
　　　Ap4A－binding　activity．
Components ［3H］Ap，A　boundpmol o／o
Fraction　A　（520　＃g）
Fraction　A十Proteinase　K（1　mg／ml）
Fraction　A十DNase　1（1　mg／ml）
Fraction　A十RNase　A（1　mg／ml）
BsA　（400＃g）
Histone　（560　ptg）
Casein　（500＃g）
9．0
1．2
16．7
28．7
0．3
0．8
0．4
100
13
185
319
　3
　9
　4
The　Ap4A－binding　activity　was　measured　by　the　charcoal　adsorption　procedure
as　described　in　Fig．　1．　After　preincubation　was　performed　in　the　presence　of
lmg／ml　of　proteinase　K　or　DNase　1　or　RNase　A　at　30“C　for　30　min，　respectively，
the　Ap4A－binding　assay　was　carried　out　at　OOC　for　60　min　using　520　＃g　of
Fraction　A．
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Table　2　Effect　of　dithiothreitol　on　the　Ap4A－
　　　binding　activity．
Fraction　D（pg）　DTT（mM）　［3H］Ap4A　bound（pmol）
CELL　PASTE
154
154
154
154
154
10
30
50
100
O．2
2．4
11．0
14．0
23．0
　The　Ap4A－binding　activity　was　measured　by　the
standard　assay　method　（A）　using　154　＃g　of　Frac－
tion　D　in　the　presence　of　different　concentrations　of
dithiothreitol　（DTT）．
はRNase　Aを添加，プレインキュベーションを30．
C，30分間行った後，Ap、A結合活性の測定を行う
と，その活性はそれぞれ1．9倍，3．2倍に上昇してい
ることが認められた（Table　1）．　DNAやRNAは
Ap、A－BPのAp、Aへの結合を抑制していると考え
られ，これらの核酸分解酵素の処理はAp4A－BPの
精製に有効であることが判明した．
　1　st　DEAE－cellulose　column　chromatography
　Fraction　Aをタンパク濃度10　mg／mlになる様
にBuffer　C（25　mM　Hepes－KOH，　pH　7．5，5rnM
ジチオスレイトール，0．1mM　EDTA）で希釈した
のち，Buffer　Cで平衡化させたDEAE－cellulose
column（3．2×40　cm）に吸着させた．　Buffer　Cでカ
ラムを洗浄した後，0．28M次いで0．34　M　KCIを含
むBuffer　Cで順次溶出を行い，それぞれの分画を集
め，55％硫安で沈殿させた後，Buffer　Cに対して透
析を行った．Ap、A結合活性は0．28M　KCI分画
（Fraction　C）にのみ検出された．
　2　nd　DEAE－cellulose　column　ehromatography
　Fraction　Cを再度DEAE・cellulose　column（2．5
×40cm）に吸着させた後，0．1Mから0．28　M　KCl
を用いて直線濃度勾配を作成しながら溶出を行う
と，0．14から0．17MKC1で溶出される分画に
Ap4A結合活性が検出された．活性ある分画を60％
硫安飽和で沈殿させた後，小量のBuffer　Cに溶解さ
せ，同じ緩衝液で透析を行った（Fraction　D）．　Frac－
tion　DによるAp、A結合活性にはジチオスレイト
ールの存在（Table　2）が要求される様になる．　SH
試薬，グルタチオン，システイン等もジチオスレイ
トールと同様にAp4A結合活性を増大させた．
　Butyl－Toyopearl　650S　column　chromatogra－
phy
　Fraction　Dを予め15％硫安を含むBuffer　Cで平
80　mM　KCI
2　mM　Diしhiothreiし01
300μg／ml　Lysozyme
FREEZING　＆　THAHING
　　　200，000　x　g，　30　min
　　　　　SUP
PPT（Fr
　lst　DEAE一’cellulose　colurnn
sulfate　A・55X
FLOW　THROUGHCFraction　B．）O．28’　M　KCI　ELUATE（Fraction　C）
2fid　DEAEL－cellulose　column
　　　O．14－b．17M　KCI　eluate（Fracti．oLD）
BUTYL－Toyopearl　650S　column
　　　　　　　　Ap，A－BP－1　Ap，A－BP－ll
fig．　2　Purification　procedures　of　the　Ap4A－
　　binding　proteins　from　E．　coli　K－12．
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Fig．　3　Effects　of　divalent　metal　ions　on　the
　　Ap4A－binding　activities．　Activities　were　mea－
　　sured　by　the　method　（A）　using　3．5”g　of
　　Ap4A－BP－1．　Different　concentrations　of　Fe2’
　　（一e一），Mn2’　（一A一），Zn2’　（一A一），Ni2’　（一D一），
　　Co2’　（一〇一），　Mg2’　（一1一）　and　Ca2’　（一×一）
　　were　in　the　form　of　chloride，　respectively．
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Fig．　4　Effects　of　EDTA　（A），　spermidine　（B）　and　pH　（C）　on　the　Ap4A－binding　activity．
　　Activities　were　measured　by　assay　method　（A）　using　5＃g　of　Ap4A－BP－1．　Concentrations
　　of　EDTA　or　spermidine　were　indicated　in　the　figure．　ln　the　Fig．　4　C，　buffers　were
　　Mes－KOH，　pH　6．5，　MOPS－KOH，　pH　7．0，　Hepes－KOH，　pH　7．5　and　8．0，　Na2CO3－
　　NaHCO3，　pH　9．0　and　10．0，　respectively．
衡化させたbutyl－Toyopearl　650S　column（1．6×
40cm）にのせ，15％硫安を含むBuffer　CとBuffer
Cをそれぞれ等量を用いて直線濃度勾配で溶出を行
った後，更にBuffer　Cで溶出を続けると，　Ap4　A結
合活性を有する二つの分画を得ることができた
（Ap4A－BP－1，　一II）　（Fig．　2）．
　Ap、　Aとその結合タンパク質の結合には金属イオ
ンが要求される
　2nd　DEAE－cellulose　column，　butyl－Toyopear1
650S　columnを用いFig．2に示す如く順次Ap4A－
BPの精製を行ってくると，　Ap4A結合活性を発揮
させるためにはMn2＋，　Fe2＋等の2価の金属イオン
が要求される様になる（Fig．3）．2価金属イオン存
在下でのassay系にEDTAを添加させると50μM
以上の濃度ではAp4　A結合活性が抑制されたこと
から（Fig．4A），　Ap4AとAp4A－BPの結合には金
属イオンの存在が必須であることが了解される．2
価金属イオンとしてはそれぞれ100μMで検討する
とFe2＋が最も有効であり，Mn2＋，　Zn2＋，　Ni2＋，　Co2＋
の順に小さくなり，Mg2＋，　Ca2＋は全く活性を示さな
かった．またスペルミジンをassay系に加えると，
0．5mMで約50％の阻害が認められた（Fig．4B）．
［3H］Ap，AのAp4A－BPに対する結合の至適pHは
7．5に認められた（Fig．4C）．
　Ap4Aと結合する至適Mn2＋濃度を調べるために
Mn2＋濃度および［3H］Ap4Aの両者の濃度をそれぞ
れ変化させて［3H］Ap、AのAp、　A－BPへの結合活性
を測定した．Fig．5に示すように，　Ap、Aの濃度を
20，40，80μMと増大させるにつれて，最高活性を
示すに必要なMn2＋濃度も増大し，［Ap4A］／［Mn2＋］
の濃度比は約1で最高活性を示すことが判明した．
　Ap、　A結合活性に対するヌクレオチド類の効果
　Ap、A・BPに対するAp、Aの結合に対してアデノ
シンヌクレオチドの作用を検討した．ATPは400
μMで結合活性をほぼ完全に阻害したが，同じ濃度
でADPは約40％の阻害を示した．しかしAMPで
は抑制は認められず，cAMPでは活性の増大（約
3 ％）が認められた．Ap4A類似体であるbis（5’一
adenosyl）polyphosphate（ApnA）ではリン酸基の
数が多くなると（n≧3）抑制が現れた（Table　3）．
阻害効果はアデノシンの数即ちmono一，　di－
adenosineに拘わらずリン酸基の数に比例して増大
することが認められた．この効果はAp4A－BP－1，
Ap4A・BP－IIに共通であった．
考 察
Ap、　A・BP発見の経緯と真核細胞への応用
生命活動にとって，細胞周期がどの様に制御され
（5）
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Table　3　Effects　of　nucleotide　derivatives　on　the
　　Ap4A－binding　activity．
Addition
［3H］Ap，A　bound
pmol ％
　　　　　　40　80　120　　　　　　　　　MnC12　（ptM）
Fig．　5　Effects　of　molar　ratios　of　Ap4A　and
　　Mn2’　on　the　Ap4A　binding　activity．　Activities
　　were　measured　by　assay　method　（A）　using　5
　　＃g　of　Ap4A－BP－II．　Concentrations　of　Ap4A
　　were　80＃M　（一e一）　40＃M　（一A一）　and　20＃M
　　（一一一），　respectively．
None
ATP
ADP
AMP
cAMP
Ap，A
Ap，A
Gp，G
ApsA
Ap6A
6．62
0．06
3．90
6．58
8．67
8．30
4．56
0．84
0．86
0．38
100
　1
59
99
131
125
69
13
13
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ているかは，本質的な問題である．我々は調節因子
として，情報伝達に関与する環状ヌクレオチドの様
なヌクレオチド誘導体，またリン酸基を多く含むヌ
クレオチド類，Ap、A，　ppGpp等に着目してきた．一
方細胞周期の中ではDNA複製開始の制御の重要性
に着目し，複製酵素の精製を行ってきた．その過程
において複製酵素活性を有する24S高分子複合体
中にAp4Aと結合するタンパク質を見出すことが
できた．その性質として疎水性カラム（butyl－
Toyopearl）からの溶出パターンから疎水性タンパ
ク質であること，また別に行ったクロマトフォーカ
シングカラムや等電点電気泳動（Rotofor，　Bio－Rad
社）の結果からは酸性タンパク質であることが判明
した．真核細胞の核に存在する非ヒストンタンパク
質は主として酸性タンパク質であるが，それらの機
能は未だ知られていないものが多い．今回E．co　li
24S複合体中にAp、A－BPが見出されたことから，
真核細胞の核中にもAp、Aと結合するタンパク質
の存在が推定される．
　Ap、A・BPの金属イオン要求性とその生理的意義
　精製されたAp、A－BPとAp、Aとの結合には2価
金属イオン，特にMn2＋またはFe2＋の存在が必須で
あった（Fig．3）．ヌクレオチド代謝に関する多くの
酵素反応において，Mn2＋はMg2＋の代替になるこ
とが知られている．しかしそれらの機能を詳細に見
ると問題点が指摘される場合がある．例えばDNA
　The　Ap4A－binding　assay　was　carried　out　by　the
assay　method　（B）　using　5　＃g　of　Ap4A－BP－1　as
described　in　Meterials　and　Methods．　Each　of　400
＃M　of　nucleotide　compounds　was　added　in　the
assay　medium．
複製におけるDNAポリメラーゼ1によるDNA合
成の場合，Mg2＋もMn2＋もそれぞれ単独でこの合
成活性に不可欠である．しかしDNAポリメラーゼ
1とMg2＋とを含む標準のDNA合成反応系に
Mn2＋を共存させると，DNAポリメラーゼ1による
DNA合成活性を抑制するのみならず，ヌクレオチ
ドの取り込みに誤りが生じ易くなる．即ちDNA合
成のfidelityを減少させることが知られている．
我々はDNAポリメラーゼI　assay　systemにAp4A
－BPを共存させるとMn2＋イオンによる抑制を除去
できることを見出し報告している17）．この様に
Ap4A－BPは代謝系の誤りを除去し細胞機能を正常
化させる作用を有するものと考えられる．更に2価
金属イオンの中には，例えばMn2＋の様に変異原
性18），発がん性の指摘されているものもあり19），
Ap4A－BPの上述の働きはこの場合も細胞機能の正
常化に寄与することが期待される．
　2価金属イオン存在下でのAp、AとAp、A・BPの
結合様式
　Ap4AとAp、A－BPの結合には金属イオンが要求
されるが，（a）その濃度は基質Ap4Aの濃度と等モ
ルで結合活性が最大になること（Fig．5），（b）bis一
（5’一adenosy1）polyphosphateの中で，リン酸基の数
が3つ以上になると結合活性が阻害されるようにな
る結果（Table　3），また（c）NMRやCDスペクト
ルの測定結果からはbase　stacking構造が指摘され
ている20）・21）こと，（d）マンガンイオンは最高6の配
（6）
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Fig．6　Schematic　representation　of　binding　pro－
　　file　of　Ap4A　to　the　Ap4A－binding　protein．
位数をもつこと等を考慮して22），Ap，AとAp4A－BP
の結合様式に関してFig．6に示される様式を提案
する．Ap4AにMn2＋が結合することによってAp，A
の負電荷が中和される結果，Ap、A・BPとの結合活
性の増大効果が期待される．スペルミジンの添加に
よる結合活性の抑制結果（Fig．4B）は，この解釈を
支持すると考えられる．またAp、A錯体となること
により立体構造の上でもタンパク質内部の疎水性部
位との親和性が高められることも考えられる．
　Ap、A・BPがストレスタンパク質である可能性と
ストレスタンパク質の生理的役割
　E．co　liの熱ショック応答は熱ショックのシグナ
ルが，rPoH遺伝子の生成物，すなわちRNAポリメ
ラーゼのσサブユニットの一つ，σ32に働き，σ32を
もつRNAポリメラーゼ（Eσ32）によって特異的に
認識されたプロモーター（熱ショックプロモーター）
からの転写が促進されることにより，DnaK，　GroEL
等の熱ショックタンパク質が発現されると考えられ
ている（Fig．7）23）．ηpoH一変異株（Ky1429）より得
られたAp、A－BPは，その親株Mc4100（rpoH＋）よ
り得られたAp4A－BPに比してAp4A結合活性が低
い値が得られたこと24）から，Ap4A－BPはDnaK，
GroE等と同様に，ηPoH遺伝子の支配下にあるスト
レスタンパク質である可能性が指摘される．
　近年熱ショックタンパク質に代表されるストレス
タンパク質の機能が解明されつつある．現在までに
明らかにされたその機能は分子シャペロンの名前が
示す様に，介添え役として細胞内のタンパク質をそ
の機能を発揮する場所へ移送すること（HSP70），及
び移送された場所でそのタンパク質の機能を発揮す
るために必要なコンポメーションを構築すること
（HSP60），その他である25）．細胞の中では増殖や分
化のために必要なさまざまなタンパク質の形成と分
解が絶え間なく起こっている．このダイナミックな
過程は，ストレスタンパク質の主要な機能である分
stress
（h at　shock　etc）
　　t
signal（Ap4A？）
　　t
　rpoH　gene
し
a32 　　　　E632／
RNA　polymerase
dnaK　geae
4　DnaK　protein
dnaJ　gene
4　DnaJ　protein
groE　gene
4　GroE　protein
HSPs　gene
L　Ap4A－Bps
　　（E）
Fig．　7　Heat　shock　response　in　E　coli．
子シャペロンの働きなしに考えることはできない．
今回我々により得られたAp4A・BPが分子シャペロ
ンとして細胞分裂周期にどのように関わっているの
か，その詳細な機能の解明が待たれる．
　本研究の一部は東京医大がん研究所事業団がん研
究助成金によって行われました．
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Purification　and　Characterization　of　New　Proteins　which　Bind　to　Ap4A，　a　Pleiotropic
　　　　Signal　Molecule，　and　are　Related　to　Cell　Proliferation　and　DNA　Replication
Akemi　SASANUMA，　Yasuko　KOBAYASHI　and　Kazuoki　KURATOMI
Department　of　Biochemistry，　Tokyo　Medical　College
　　Pi，　P‘一Bis（5’一adenosyl）tetraphosphate　（Ap，A）　has　attracted　notice　for　its　pleiotropic　functions　in　the
celli），　but　most　of　the　mechanisms　of　its　actions　have　not　been　clarified．　During　studies　on　the　functions
of　Ap，A　in　the　cell　division　cycle，　we　found　new　proteins　（Ap，A－binding　proteins）　that　bind　to　Ap，A
in　Eshen’chia　coli．　To　elucidate　the　function　of　the　Ap4A－binding　proteins　in　cells，　especially　for　the
regulation　of　the　cell　division　cycle　by　the　interaction　between　Ap4A　and　Ap4　A－binding　proteins，　we
purified　these　proteins　and　investigated　their　molecular　properties　and　the　mechanisms　of　their
Ap4　A－binding　activities．　The　following　results　were　obtained　in　these　studies．　（1）　The　Ap，　A－binding
activities　were　separated　into　two　active　fractions　by　butyl－Toyopearl　column　chromatography．　（2）
Among　the　divalent　transition　metal　ions　tested，　either　Mn2＋　or　Fe2＋　is　essential　for　both　fractions　for
binding　with　Ap，A，　which　is　inhibited　by　EDTA　or　spermidine．　（3）　The　most　effective　Ap，A－binding
activity　is　observed　when　the　molar　ratio　of　Ap，A　to　the　divalent　metal　ion　is　1：1．　（4）　For　this　binding
activity，　a　一SH　reagent，　e．g．　dithiothreitol　is　also　required．　（5）　Several　nucleotides　and　their　analogues，
such　as　bis（5’一adenosyl）polyphosphate　（ApnA），　that　have　many　phosphate　groups　（n＝3，　5，　6）　inhib－
ited　the　Ap，A－binding　activity．
　　Based　on　our　results　and　some　reports　on　the　NMR　and　CD　spectra　of　Ap，A，　we　propose　a　binding
model　of　Ap4A　to　Ap4A－binding　protein　in　the　presence　of　Mn2’．
　　Since　it　is　knownii）　that　Ap4A　increases　in　E．　coli　cells　after　heat　shock　or　oxidant　treatment，　the
possible　relationship　between　expression　of　Ap，A－binding　protein　and　heat　shock　are　discussed．
〈Key　words＞　Ap，A－binding　protein，　Ap，　A，　Manganese　ion，　lron　ion，　SH　reagent．
（9）
